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【論文リスト】 
 
本論文は、学術雑誌に掲載された次の論文を基礎とするものである。 
 
石垣 賢二、林 京子、甲斐 敬、米持 悦生、米谷 芳枝：ポリエチレンイ
ミンの抗ウイルス活性スペクトルおよび作用機序について、薬剤学、投稿中 
 
Maitani Y, Ishigaki K, Nakazawa Y, Aragane D, Akimoto T, Iwamizu M, Kai T, 
Hayashi K： Polyethylenimine combined with liposomes and with decreased numbers 
of primary amine residues strongly enhanced therapeutic antiviral efficiency against 
herpes simplex virus type 2 in a mouse model, J Control Release, 2013, 166, 139-146 
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【略語リスト】 
 
本論文では以下の略号を用いた。 
 
ACV  acyclovir   アシクロビル 
CS  cholesterol 3-sulfate   コレステロール硫酸 
CC50  50% cytotoxic concentration 50％細胞増殖阻害濃度 
HCoV  human corona virus  ヒトコロナウイルス 
HSV-1  herpes simplex virus type 1 単純ヘルペスウイルス 1 型ウイルス 
HSV-2  herpes simplex virus type 2 単純ヘルペスウイルス 2型ウイルス 
IC50  50% inhibitory concentration 50％ウイルス増殖阻害濃度 
IFV  influenza A virus  A型インフルエンザウイルス 
Ole  oleic acid   オレイン酸 
PAA  polyallylamine  ポリアリルアミン 
PEI  polyethylenimine    ポリエチレンイミン 
SI  selectivity index  選択指数 
3 
 
【序論】 
 
近年、ウイルスによる疾患が増加しており、抗ウイルス薬の開発が精力的に
行われてきた。その中でも、HSV-2は、性器ヘルペスの病原体であり、ヒト免
疫不全ウイルス感染症の拡大の一因でもある。現在、世界で 20－30％の人が
HSV-2に感染しており、日本でも感染者の多い病気の一つである。このウイル
スを病原体とする感染症の治療薬として ACVなどが、症候性 HSV感染の標準
的治療薬として日常的に用いられている(1-5)。 しかしながら、このようなウイ
ルス DNAポリメラーゼを標的とする合成ヌクレオシドアナログの抗ウイルス
薬については、薬剤耐性ウイルスの出現が確認され問題となっている(6)。 
インフルエンザについては、ワクチン接種が有効とされているが、人によっ
てはワクチン接種により好ましくない変化(副反応)を起こしたり、ウイルス側
の抗原変異のためにワクチン効果が減弱したりするという問題がある。その上、
オセルタミビルリン酸塩やザナミビル水和物のような抗インフルエンザ薬につ
いても、耐性ウイルスが問題となっている。すなわち既存の抗ウイルス薬のほ
とんどは、ウイルス酵素阻害薬であり、感染細胞内で効力を発揮するが、薬剤
耐性ウイルスが容易に発生するという欠点がある。従って、これらを克服する
ためには、宿主細胞の外側でウイルスに作用する効果、すなわち殺ウイルス活
性や、細胞へのウイルス吸着・侵入阻害活性を有する新規抗ウイルス薬の開発
が早急に望まれている。 
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PEIは、エチレンイミンを重合した水溶性ポリマーで、直鎖状ポリマーと、
ポリマー分子鎖に 1級、2級、3級アミノ基を含む分岐状ポリマーがある（Fig.
１）。PEI は接着剤、粘着剤、分散剤などとしても広く利用されている。また、
米国医薬品食品庁(FDA)においても間接食品添加物や酵素固定化剤として登録
されている。 
PEIは、遺伝子ベクターとしても有用である(7)。PEIは、遺伝子を生細胞に導
入する際に用いられる多数のポリカチオンの 1種であり、これは高いカチオン
電荷密度を有するポリマーが、強い DNA結合能を持つためである(8)。遺伝子送
達の有用性は PEIの分子量の増大に伴って高くなるが、細胞毒性も高くなるの
で、その生体への投与では低分子の PEIが使用されている(9-12)。 
これまでにもポリカチオン性の合成ペプチド(リジン、アルギニン)とウイル
スとの静電相互作用を活用する作用機構の抗ウイルス薬の開発研究はなされて
きている(13-16)。分子量 70 kDaの分岐状 PEIはウイルスと細胞の結合を阻害する
と(17)、 N,N-ドデシルメチル-PEI は、インフルエンザウイルスおよび HSV-1 と
HSV-2を不活化することや(18-19)、最近では、分子量 25 kDaの直鎖 PEIが、ヒト
パピローマウイルスおよびヒトサイトメガロウイルスの感染に対して阻害効果
を持つことが報告されている(20)。しかし、これらの報告は、全て高分子量の
PEIを用いた in vitroでの研究である。ウイルスは宿主受容体との相互作用に依
存して標的細胞に結合し侵入する。PEI による感染阻害において、ヘパラン硫
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酸プロテオグリカン（HSPG）は重要である(14,20)。しかしながら、現在、PEI を
含むポリカチオンの生体膜との相互作用に関する情報は限られている。 
リポソームは、経膣投与において膣粘膜をウイルスの侵入から防御するだけ
でなく、膣内および子宮頚管粘膜への PEIの浸透を促進し、HSV標的細胞への
PEI の到達を促す可能性がある。実際に、リポソームを膣内送達システムとし
て使用することで、HIV 感染治療薬の活性を向上させることができたという報
告がある(21)。 
本研究の目的は、PEI の抗ウイルス薬としての可能性の検討と、抗ウイルス
作用の増強と粘膜保護を可能とする PEI外用製剤の開発である。 
本研究では、 分岐状 PEIs （SP-006, MW 2310～SP-200, MW 16560）を用いて、
各種ウイルス感染症に対する予防効果及び治療効果について検討を行い、その 
PEIs の抗ウイルス薬としての作用機序も検討した(第 1章)。さらに、特に抗
HSV-2効果が高かった PEI（SP-012, MW 3610）を選択し、その作用増強を目的
として、PEIとリポソームとの複合体製剤の抗 HSV-2活性を in vitro／in vivoで
評価し、また、PEIの第 1級アミノ基の影響について検討した(第 2章)。 
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【第 1章】 
序論 
Hayashiらの研究において、分岐状 PEI（SP-012, MW 3610）が in vitro と in 
vivoにおいて、耐性を生じにくい機構によって高い抗 HSV-2活性を有すること
を明らかにした(22)。本研究では、 さらに広範囲の分子量の PEIs （SP-006, MW 
2310～SP-200, MW 16560）を用いて、社会的に重要な他のエンベロープを有す
るウイルス感染症に対する in vitroでの予防効果及び治療効果について検討を行
い、また、その PEI の抗ウイルス薬としての作用機序も検討した。 
 
試料と方法 
1. 試薬および試料 
 Fig. 1およびTable 1に示すPEIは株式会社日本触媒（東京）から提供された。
ACVはシグマアルドリッチ社（米国ミズーリ州セントルイス）より購入した。
ポビドンヨードは、市販消毒薬ポビドンヨード（Meiji Seikaファルマ社製イソ
ジン液10％、ポビドンヨード含有量100 mg/ml）を用いた。他の試薬は試薬級を
用いた。 
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２．細胞及びウイルス株 
HSV-1の ACV感受性株（KOS株）(23)及び ACV耐性株（A4-3株）(24)、HSV-
2の UW 268株(25)、麻疹ウイルス Toyoshima株(25)は、５％牛胎児血清加MEM
培地を用いて Vero細胞で増殖させた。IFV（A/NWS/33、H1N1亜型）(25)は、
MDCK細胞で、また、HCoVの 229E株(25)は MRC-5細胞でそれぞれ増殖させた。
なお、それぞれの試料の抗ウイルス活性は、増殖に使用した細胞を用いて評価
した。 
 
３．細胞毒性試験 
細胞を2 x 104 cells/wellの密度で96穴プレートで培養し、種々の濃度の試料存
在下、37℃で72時間培養した後、生細胞数をtrypan blue exclusion法(26)で測定し、
グラフ上でCC50を求めた。 
 
４．抗ウイルス活性試験 
HSV-1、HSV-2、麻疹ウイルス、IFVに対する増殖阻害活性は、0.2 PFU（プ
ラーク形成単位）/cellで細胞に感染させて、37℃で24時間処理した後、plaque 
yield reduction assayによって評価し (27)、グラフ上でIC50を求めた。HCoV増殖阻
害活性は、100 TCID50（50% tissue culture infectious dose）のウイルス量で感染さ
せたMRC-5細胞を37℃で3日間培養し、ウイルスの有無をCPE (cytopathic effect)
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で測定して、Reed-Muench法(28)によってIC50値を算出した。試料は、ウイルス
感染と同時（A区）またはウイルス感染直後（B区）から培地に添加した。抗ウ
イルス活性の強弱は、SI値（CC50/IC50）に基づいて判定した。 
 
５．HSV-2不活化効果の評価 
 SP-006 およびポビドンヨードの殺ウイルス活性を検討した。各試料をリン酸
緩衝生理食塩液（PBS）で適宜希釈し、HSV-2（2x102 PFU/100 µl または 2x104 
PFU/100 µl）と1：1の比率で混合し、37℃、1時間処理した。その後、ウイルス
量が 2x102 PFU/100 µlの場合には希釈せずに、2x104 PFU/100 µlの場合には PBS
で100倍希釈後、Vero細胞を用いてプラークアッセイを行い、ウイルス感染を
評価した。 
 
６．HSV-2の細胞吸着に対する阻害効果の評価 
 SP-006、ポビドンヨードおよびACVのウイルス吸着阻害効果を検討した。
4℃で2時間冷却したウイルス液（200 PFU/100 µl）と適宜希釈した試料を、氷
冷したVero細胞に100 µlずつ加えて、4℃で1時間処理後、氷冷PBSで2回洗浄し、
試料無添加の0.8%メチルセルロース加MEM培地を重層して、3日後にプラーク
数を測定した。 
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７．HSV-2の細胞内侵入に対する阻害効果の評価 
 Vero細胞とウイルス液(100 PFU/100 µl)を、4℃で2時間冷却後、ウイルス液
100µlを Vero細胞に加え、4℃に置いた。１時間後、氷冷PBSで2回洗浄し、種々
の濃度の試料を添加した培地を加え、37℃で培養し、30分または3時間後にク
エン酸緩衝液 (pH 3.0)で1分間処理して、未侵入のウイルスを不活化し、すぐに
0.8%メチルセルロース加MEM培地を重層し、２日後にプラーク数を測定した 
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number average
molecular weight
weight-average
molecular weight*
number of units
SP-006 600 2310 51
SP-012 1200 3610 80
SP-018 1800 4600 102
SP-200 10000 16560 368
*Measured by gel column chromatography.
TABLE 1　The formulations of several PEI
Fig 1． The structure of PEI  
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結果 
１．抗ウイルス活性 
ウイルス増殖阻害効果を評価するために、CC50とIC50との比、すなわちSI値
を算出した。このSI値は、数値が高いほど細胞毒性を呈する濃度以下でウイル
ス増殖を阻害する効果が強いことを意味し、10以上のSI値であれば抗ウイルス
活性が認められると判断できる。 
 まず、HSV-1のACV感受性株を用いた結果をTable 2に、ACV耐性株を用いた
結果をTable 3に示す。試料をウイルス感染時に培地に添加したA区では、ACV
感受性株と耐性株のいずれに対しても、SP-006、SP-012、SP-018が44 – 108とい
う高いSI値であったが、分子量の大きいSP-200の効果は低かった。ところが、
ウイルス感染後に試料を添加したB区においては、すべてのPEIsが弱い活性し
か示さなかった。両ウイルス株間には、SI値の顕著な差異は認められず、これ
らのPEIsはACV耐性株に対しても有効であった。 
 HSV-2に対する増殖阻害効果をTable 4に示す。HSV-1と同様に、A区でのSI値
は高く、B区のSI値は低かった。ここでも、SP-200の抗HSV-2活性は著しく低か
った。 
 麻疹ウイルスおよびIFVに対する効果をTable 5とTable 6に示した。両ウイル
スに対するPEIの効果は、SI値から判断して低く、A区の方がB区と同程度もし
くは強い傾向はみられたが、HSV-1やHSV-2に比較して、両区間に顕著な差異
はなかった。 
12 
 
 抗HCoV活性を検討したところ、いずれのPEIsもA区で高いSI値を示し、B区
でも特にSP-012およびSP-018が比較的高いSI値をもたらした（Table 7）。 
 
２．SP-006の作用標的 
単純ヘルペスウイルスや HCoVに対する増殖阻害効果が最も高かったのは
SP-012であったが、細胞毒性が最も低かった SP-006についてさらに詳しく検
討することにした。まず、SP-012は、HSV-2に対してウイルス不活化作用を有
することから、SP-006にも同様な効果が認められるのかを検討し、高い殺ウイ
ルス作用を有することが知られているポビドンヨードと比較した（Table 8）。
SP-006のウイルス不活化作用は濃度依存的であり、希釈処理を行うことによっ
て残存ウイルス量の増加が観測された。一方、ポビドンヨードは、SP-006とは
異なり、希釈処理を行ってもその効果に大きな変化はみられなかった。このこ
とから、ポビドンヨードはウイルス粒子の感染力を不可逆的に消失させる殺ウ
イルス作用を有するのに対して、SP-006は可逆的なウイルスの感染力失活を起
こすことが明らかになった。 
 SP-006の抗ウイルス活性は A区の方が B区よりも高いことから、宿主細胞へ
のウイルス吸着段階や、その直後に起こる細胞内への侵入段階への干渉が寄与
することが示唆された。そこで、SP-006の HSV-2吸着阻害効果を検討し、ポビ
ドンヨードおよび ACVと比較した（Table ９）。その結果、SP-006は濃度依存
13 
 
的に吸着阻害を示したのに対して、ポビドンヨードと ACVは、細胞毒性を示
す濃度以下では顕著な阻害効果をもたらさなかった。 
 さらに、HSV-2の細胞侵入に対する阻害効果を検討した（Table 10）。SP-
006は、濃度依存的に HSV-2の細胞内侵入を阻害したのに対し、ACVは、細胞
毒性を示す濃度以下では効果は認めらなかった。一方、ポビドンヨードは低濃
度でも細胞内侵入阻害効果があるように観察された。しかし SP-006は抗ウイル
ス活性不活化作用を有しない濃度(Table  8、9.5、0.95mμg/ml)でも細胞内侵入
阻害を示しているのに対し、ポビドンヨードでは主にウイルス不活化作用殺ウ
イルス活性効果を示す濃度でのみ（10μg/ml以上)で効果が見みられたことから、
ポビドンヨードでは細胞内侵入阻害効果が主な作用ではなく殺ウイルス作用に
大きく依存した効果を示すことが推察された。すなわち、ポビドンヨードと
ACVは HSV-2の細胞内への侵入に対する阻害効果を有していないのに対し、
SP-006は濃度依存的に HSV-2の細胞内への侵入阻害効果を有していることが示
唆された。 
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A B A B
SP-006 1.1 0.013 >2 85 <1
SP-012 0.28 0.0026 >0.5 108 <1
SP-018 0.057 0.0013 >0.1 44 <1
SP-200 0.0045 0.00061 0.0057 7.4 0.79
TABLE 2  The antiviral activity on ACV-sensitive HSV-1 (KOS strain)
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
A B A B
SP-006 1.1 0.016 0.5 69 2.2
SP-012 0.28 0.0026 0.098 108 2.9
SP-018 0.057 0.00095 0.053 60 1.1
SP-200 0.0045 0.00043 0.0032 10 1.4
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
TABLE 3  The antiviral activity on ACV-resistant  HSV-1  (A4-3 strain)
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
A B A B
SP-006 1.1 0.035 0.77 31 1.4
SP-012 0.28 0.0029 0.15 97 1.9
SP-018 0.057 0.0018 0.033 32 1.7
SP-200 0.0045 0.0015 0.0075 3.0 0.60
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
TABLE 4  The antiviral activity on  HSV-2
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
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A B A B
SP-006 1.1 0.064 0.29 17 3.8
SP-012 0.28 0.050 0.055 5.6 5.1
SP-018 0.057 0.010 0.014 5.7 4.1
SP-200 0.0045 0.0011 0.012 4.1 0.38
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
TABLE 5  The antiviral activity on measles virus
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
A B A B
SP-006 0.57 0.12 0.50 4.8 1.1
SP-012 0.34 0.054 0.077 6.3 4.4
SP-018 0.064 0.061 0.062 1.0 1.0
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
TABLE 6  The antiviral activity on IFV
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
A B A B
SP-006 1.2 0.014 0.16 86 7.5
SP-012 0.37 0.0016 0.0092 230 40
SP-018 0.13 0.0019 0.0026 68 50
SP-200 0.0052 0.00029 0.00048 18 11
B : PEI was added to the medium at 1hr after the viral infection.
TABLE 7  The antiviral activity on HCoV
A : PEI was added to the medium simultaneously with the viral infection and throughout the incubation
      thereafter.
Sample
Antivial activity
(IC50, mg/ml)
Selectivity index
(CC50/IC50)
Cytotoxicity
(CC50, mg/ml)
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Sample
Concentration
(μg/ml) Not diluted
*1 Diluted 100-fold*1
9500 31 55
950 35 72
95 47 100
9.5 98 98
0.95 102 102
10000 Toxic*2 0
1000 0 0
100 0 0
10 0 0
1 82 94
PEI
（SP-006)
Povidone iodine
*1 : Each value indicates the amount of remaining infectious virus (%) when the amount of the
       remaining virus in the control group without sample was taken as 100%.
TABLE 8  The effects of PEI and povidone iodine on the inactivation of HSV-2
*2 : ‘Toxic’ indicates that the tested cells were killed by the cytotoxicity of sample.
Sample
Concentration
(μg/ml) Amount of virus adsorbed to host cell
*1
9500 27
950 47
95 74
9.5 76
0.95 97
10000 Toxic*2
1000 Toxic*2
100 69
10 94
1 97
10000 Toxic*2
1000 Toxic*2
100 76
10 93
1 101
*2 : ‘Toxic’ indicates that the tested cells were killed by the cytotoxicity of sample.
Povidone iodine
Acyclovir
PEI
（SP-006)
*1 : Each value indicates the amount of remaining infectious virus (%) when the amount of the
       remaining virus in the control group without sample was taken as 100%.
TABLE 9  The inhibitory effects of PEI, povidone iodine and ACV on  the adsorption of HSV-2 to cells
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Sample
Concentration
(μg/ml)
Amount of virus
invaded in 30 minutes*1
Amount of virus
invaded in 3 hours*1
9500 14 28
950 23 26
95 28 35
9.5 37 40
0.95 37 42
10000 Toxic*2 Toxic*2
1000 Toxic*2 Toxic*2
100 7 9
10 35 44
1 47 63
10000 Toxic*2 Toxic*2
1000 68 Toxic*2
100 87 89
10 94 101
1 99 98
*2 : ‘Toxic’ indicates that the tested cells were killed by the cytotoxicity of sample.
TABLE 10  The inhibitory effects of PEI, povidone iodine and ACV on the penetration of HSV-2 into cells
PEI
（SP-006)
Povidone iodine
Acyclovir
*1 : Each value indicates the amount of remaining infectious virus (%) when the amount of the
       remaining virus in the control group without sample was taken as 100%.
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結論 
これらの結果より、A区では事前に PEIs添加していることから予防効果、B
区ではウイルス適用と同時に添加していることから治療効果について検証して
いると考えられる。各種ウイルスでの検証では、B区では効果が無いものも認
められ、また SI値において全てのウイルスにおいて A区の方が高値であった
ことから、PEIは予防について大きな効果を持つことが示唆された。分岐状
PEIは SP-200を除き、 HSV-1 、 HSV-2 や HCoVによる感染症を予防する効果
があることが示唆された。 
また、作用機序において、ポビドンヨードではウイルスそのものに対する死
滅作用が主であり、細胞吸着時や細胞への侵入時での阻害作用は有しないと考
えられる。また、ACVは一般的な作用として感染細胞内での HSV-2遺伝子の
複製段階を阻害する薬物であることが知られており、ウイルスの感染初期段階
における細胞への吸着等には関与していないことが考えられる。一方、これら
の抗ウイルス薬と比較し、PEI (SP-006)は殺ウイルス作用が主な作用ではなく、
可逆的な静電気的な結合を起こして細胞への HSV-2の吸着と侵入を阻害するこ
とが主な作用と考えられる。従って、PEI は、従来のウイルス酵素阻害薬とは
異なり、宿主細胞へのウイルス感染そのものを阻害することにより抗ウイルス
活性を生じると推察された。このことから、ウイルス側の遺伝子変異などの影
響は受けず、耐性ウイルスを出現させにくい薬物になると考えられる。 
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【第 2章】 
序論 
HSV-2 は、世界的によく見られる性感染症である性器ヘルペスの生涯感染を
引き起こす (29) 。HSV-2 への一次感染の後、ほぼすべての患者で感染が再発し、
症状の有無に関わらずウイルスを排出する(30)。ACV などのウイルス DNA ポリ
メラーゼを標的とする合成ヌクレオシドアナログが、症候性 HSV 感染の標準
的治療薬として日常的に用いられている。しかし ACVによる HSV感染の治療
には、薬剤耐性ウイルスの出現などの深刻な問題がある(31)。そのため HSV-2感
染の治療には、ACV やその関連化合物とは異なる作用機序を持ち、ウイルスの
薬剤耐性を誘導しない抗ウイルス薬を早急に開発する必要がある。 
PEI は、遺伝子を生細胞に導入する際に用いられる多数のポリカチオンの 1
種であり、これは高いカチオン電荷密度を有するポリマーが強い DNA 結合能
を持つためである(8)。抗ウイルス薬として、分子量 70 kDaの分岐状 PEIはウイ
ルスと細胞の結合を阻害することが報告されているが、ヒト細胞株の HIV-1 感
染は、逆に処理後に加速した(17)。表面固定化 PEI である N, N-ドデシルメチル-
PEIは、インフルエンザウイルスおよび HSV-1と 2を不活化することが知られ
ている(18-19)。最近、25 kDaの直鎖 PEIが、ヒトパピローマウイルスおよびヒト
サイトメガロウイルスの感染に対して阻害効果を持つことが報告された(20)。ウ
イルスは宿主受容体との相互作用に依存して標的細胞に結合し、侵入する。現
在、PEI を含むポリカチオンの生体膜との相互作用に関する情報は限られてい
る。抗 HSV 活性に関しては、ヒスチジンペプチド(13)やポリリジン(15)などのカ
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チオンポリマー、および酸性 pH 下のアルギニン(32)が、静電相互作用によりウ
イルスおよび細胞膜の不安定化を誘導すると考えられてきた。HSV-2 侵入の阻
害剤として、膣粘膜細胞の相互作用により高度に枝分かれしたナノ粒子から成
る表面基を持つデンドリマーが同定された(33)。PEI による感染阻害において、
ヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）は重要である(14,20)。分岐状 PEI は、
質量比 1：2：1の第 1級、第 2級、および第 3級のアミノ基からなり、生理的
条件下では PEI 中の窒素のおよそ 20%がプロトン化している(34-35)。より低 pH
では、第 2級および第 3級アミノがプロトン化しており、これが PEIのよく知
られる緩衝能の要因である(36)。第 3級アミノ基を持つ Eudragit® E100は、HSV-
2と細胞の膜を乱すことで抗 HSV-2活性を示す(37)。これらの報告では、デンド
リマーを除く全ての研究が高分子量の PEIを用いて in vitroで実施された。PEI
は、幅広い pH において、そのイオン化の程度を変化させることで膣粘膜と相
互作用するため(38)、外層の第 1 級アミノ基に焦点を絞ることで、生体内におけ
る PEIの作用機序を解明できる可能性がある。 
また、リポソームは、経膣投与において膣粘膜をウイルスの侵入から防御す
るだけでなく、膣内および子宮頚管粘膜への PEIの浸透を促進し、HSV標的細
胞への PEI の到達を促す可能性がある。実際に、リポソームを膣内送達システ
ムとして使用することで、封入された HIV感染治療薬の活性を向上させること
ができる(21)。  
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Hayashi らは、分岐状低分子量 PEI（3610 Da）の膣内投与が、HSV-2 の遺伝
子を変異することなく HSV-2感染により生じたマウス性器ヘルペスに対して治
療（予防）効果を発揮できることを報告した (22)。そこで、本研究では、抗
HSV-2 治療薬の開発のために、PEI を Ole 含有または非含有リポソームと混合
した（リポソーム/PEI）製剤を調製し、使用した。最も効力の高いリポソーム
/PEI製剤を in vitro で選択した後 in vivo で評価し、さらにエチレンカーボネー
ト処理により第 1 級アミノ基数を減少させた PEI（EC-PEI）と第 1 級アミノ基
のみからなる直鎖状ポリアミンであるポリアリルアミン（PAA）を用いて、in 
vivoでの PEIの作用機序を検討した。 
 
 
試料と方法 
1.  試薬および試料 
PEI（SP-012®、MW:3610）は株式会社日本触媒（東京）から提供された。
ACV および CS はシグマアルドリッチ社（米国ミズーリ州セントルイス）より
購入した。PAA（PAA-03、MW 約 3000）はニットーボーメディカル株式会社
（東京）より購入した。卵黄ホスファチジルコリン（EPC）はキユーピー株式
会社（東京）より供与された。コレステロール（Ch）とエチレンカーボネート
（EC）は和光純薬工業株式会社（大阪）より、ローダミン-DHPE（Rh）はイン
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ビトロジェン（米国カリフォルニア州カールスバド）より、Ole は東京化成工
業株式会社（東京）より購入した。他の試薬は試薬級を用いた。 
 
2. EC-PEIの調製および pKa測定 
3 種類の EC-PEIは、PEI水溶液と EC の混合比を変化させることで調製した。
この反応により PEIの第 1級アミノ基の割合がおよそ 84、53、および 13モル%
比まで減少したことを、NMR により、EC エチレンのプロトンピーク（4.61 
ppm）の消失に基づき決定した（EC-PEI (90)、(50)、および(10)）。EC-PEI の
pKaは、水中 25°Cで測定した。PEIの 10%水溶液を 50 mlに調整し、マイクロ
ビュレットにより PEI を滴定した。PEI、EC-PEI(10)、EC-PEI(50)、および EC-
PEI(90)の pKaは、それぞれ 7.77、7.36、7.29、および 7.04であった。 
 
3. リポソーム、リポソーム/PEI、PEI、EC-PEI、および PAA水溶液の調製 
リポソームは、EPC/Ch=5/5 (モル/モル) (Lipo)、EPC/Ch/Ole (Lipo-Ole)、もし
くは EPC/Ch/CS =5/5/2 (モル/モル) (Lipo-CS)を薄膜法により調製した(39)。すべ
ての脂質をクロロホルムに溶解した後、クロロホルムを蒸発させて脂質薄膜を
得た。この薄膜を MilliQ 水で水和し、槽型超音波装置で超音波処理した。必要
に応じて 0.2 モル%の Rh を脂質全量に添加し、Rh 標識リポソームを調製した。
得られた Lipo と Lipo-Ole の平均直径は、それぞれ 139±13.9 nm および
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162.9±16.7 nm (平均±標準偏差)であった。リポソーム/PEI の粒子サイズとゼー
タ電位は、ELS-Z2（大塚電子株式会社、大阪）を用い、水中 25°C で測定した。
PEI、PEI/リポソーム、EC-PEIおよび PAA 水溶液（10 mg/ml）は、HCl の添加
により pH 7.0に調整した（これ以降特記しない）。pH 11の PEIを生理食塩液
に溶解し、HClの添加により PH 4.0に調整した。各 pHのリポソームと PEIと
の混合物（リポソーム/PEI＝x、x は混合質量比を表す）は、各 pH のリポソー
ム懸濁液と PEI を混合し、60°C で 30 分間インキュベートすることで調製した。 
 
4. リポソーム/PEI中の遊離 PEIの定量 
リポソームに吸着された PEI を定量するために、コロイド滴定とゲルクロマ
トグラフィー(GPC)測定によりリポソーム/PEI 懸濁液中の遊離 PEI 量を測定し
た。1 mg/ml PEIの Lipo/PEIもしくは Lipo-Ole/PEI=0.25～4を 30000 gで 1時間
遠心分離し、得られた上清を試料として用いた。試料中の PEI アミン値は、報
告の通り(40)、コロイド滴定による PEIのカチオン電荷と 1/400 N のポリビニル
硫酸カリウムのアニオン電荷との中和反応により求めた。終点は、トルイジン
ブルー指示薬との反応による変色によって測定した。さらに、リポソーム/PEI
中の遊離 PEI は、報告に従い(41)、水溶性糖類を標準物質として GPC により測
定した。 
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5. 細胞およびウイルス 
デンカ生研株式会社（新潟）から得たアフリカミドリザル腎（Vero ）細胞は、
FBS 5%、グルタミン 2 mM 、および 100 U/ml ペニシリンを添加した Eagle’s 
minimum essential medium（MEM）（日水製薬株式会社、東京）で培養した。
HSV-2（UW268株）は富山県衛生研究所（富山）の寄付により得られ、Vero細
胞を用いて増殖させた(42)。 
 
6. 細胞毒性 
Subconfluentな Vero細胞を、96ウェルプレート中、初期密度 2 × 104 細胞/ウ
ェルで 24 時間培養した。培地を捨てた後、異なる濃度の試料を含む新鮮な培
地を細胞に加え、3 日間培養した。生存細胞数をトリパンブルー色素排除試験
により決定した。50％細胞増殖阻害濃度（CC50 ）は、濃度反応曲線より求めた。 
 
7. In vitro抗ウイルスアッセイ 
Vero細胞を 48ウェルプレートに細胞密度 1 × 105細胞/ウェルで播種した。24
時間後、室温で細胞あたり 0.1 PFU でウイルスに感染させた。1 時間のウイル
ス吸着の後、細胞を 37°Cでインキュベートした。感染 24時間後、細胞と培地
を回収し、3 回の凍結融解により破砕した。その後、ウイルス複製の程度を、
Vero 細胞の細胞懸濁液上清の感染価を計測することで求めた。試料はウイルス
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感染と同時（A 区）もしくは感染 1 時間後（B 区）に培地に添加し、培養物は
それぞれ対応する試料を含む培地中に維持した。50％ウイルス増殖阻害濃度
（IC50 ）は濃度反応曲線から求めた。抗ウイルス活性は、CC50/IC50から算出し
た SI値により評価した。 
 
8. 動物実験 
全ての動物実験は、富山大学および北里大学の動物実験の実施に関する基本
指針に従って実施された。メスの BALB/c マウス（5~6 週齢）は日本エスエル
シー（静岡）から得た。経膣 HSV-2感染に対する感受性を高めるため(43)、ウイ
ルス感染の 6 日および 1 日前にメドロキシプロゲステロン酢酸エステル（シグ
マ）3 mgをマウスに皮下注射し、1 × 104 PFU/20µlの HSV-2を膣内に接種した。
生理食塩液、ACV、PEI、EC-PEI、リポソーム/PEI、および PAA をそれぞれ
0.2 mg（1%）含む 20 µl の溶液を、ウイルス接種の 1 時間前（A 区）および 1
時間後（B区）から感染 7日後まで、1日に 2度膣内に投与した（午前 9時およ
び午後 5 時）。ヘルペス発症スコアは以下のように評価した。感染の臨床徴候
0：感染徴候なし、1：わずかな性器紅斑もしくは浮腫、2：中程度の性器炎症、
3：重度の滲出性性器病変、4：後肢麻痺、5：死亡。ウイルスの排出は、感染 3
日後に、各試料の次回の投与直前に膣腔を 100 µl の PBS で洗浄し、Vero 細胞
を用いたプラークアッセイでウイルスを計測することで決定した。実験の間、
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動物の体重を毎日測定した。ACV 投与は、以前の報告に基づき(44)、1%生理食
塩液とした。 
 
9. フローサイトメトリー 
Alexa標識 PEIは、製造元のプロトコールに従い Alexa Fluor 488 NHS（イン
ビトロジェン）と PEIをモル比 1：1、室温で 1時間よく混合して結合させた。
アッセイの 24時間前に、6ウェルプレートにウェルあたり細胞密度 7 × 105細胞
で細胞を播種した。細胞を、ウェルあたり 0.01 mg/mlの PEI濃度で Rh標識リ
ポソームと、もしくは Alexa標識 PEIとリポソーム（リポソーム/PEI ）ととも
に、1 ml の新鮮な培養培地中でインキュベートした。3 時間のインキュベーシ
ョン後に培地を除き、細胞を新鮮な培地中でさらに 17時間 37°C でインキュベ
ートした。細胞と未結合の複合体を除去するためにディッシュを 1 ml の PBS
（pH 7.4）で 2 度洗浄し、トリプシン溶液で処理して細胞を剥離し、リポソー
ム/PEIの細胞結合を、488 nmのアルゴンイオンレーザーを備えた FACSCalibur
フローサイトメーター（ベクトン・ディッキンソン、米国カリフォルニア州）
を用いて、定法に従い(45)測定した。 
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10. 共焦点レーザー走査顕微鏡（CLSM） 
細胞を 35 mm のガラスベースディッシュ（イワキ、AGC テクノグラス株式
会社）にチャンバあたり細胞密度 1 × 105で播種し、24 時間培養した。20 mM
の HEPES（pH 7.4）を含む 200 µlの新鮮な培地中、チャンバあたり 0.01 mg/ml
の PEI濃度の Alexa標識 PEI、および Rh標識リポソーム/Alexa標識 PEIで細胞
を処理した。これまでの報告に従い(45)、LSM5 EXCITER共焦点レーザー走査顕
微鏡（カール・ツァイス、米国ニューヨーク州、ソーンウッド）を用いて観察
を実施した。 
 
11. 組織学的評価とデータ解析 
種々の PEI製剤の膣への影響を組織学的に評価するため、感染 72時間後に膣
部切片を観察した。PEIおよび PEI製剤による処理は、上述のように B 区にお
いて 3 日間行った。PEI 製剤処理および生理食塩液処理したマウスからそれぞ
れ 2 ヶ所の膣粘膜を切除し、10%ホルマリンで固定した。パラフィン包埋サン
プルを 3 µm断片に切り取り、ヘマトキシリン・エオシン染色を実施した。 
平均値間の差の統計学的有意性は、スチューデントの t 検定により決定した。
多重比較は、Graph-Pad Prism 4.0 ソフトウェア（GraphPad ソフトウェア株式会
社、米国カリフォルニア州サンディエゴ）を用いて Bonferroni の多重比較検定
を用いた ANOVAにより評価した。0.05未満の P値を有意とみなした。Kaplan-
Meier分析では、ログランク検定を適用した。 
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結果 
1. リポソーム/PEIの in vitroでの抗ウイルス活性 
分子量 2310から 16560 Daの分岐状 PEIは、 A区および B区において、PEI
ユニット数の増加に従い CC50および IC50値は減少した。その中で SI値が最も
高かった分子量 3610 Da の PEI（SP-012）を、以後この研究では用いることに
した（Fig. 2）。 
A区において PEIの SI値は 53であり、B区で得られた値より 35倍大きかっ
た（Table 11）。Lipo と Lipo-Ole はそれぞれ単独では抗ウイルス活性を示さな
かった。Lipo/PEI=0.25～4においては、Lipo-Ole/PEI=4が Oleの存在により高い
細胞毒性を示した以外は、PEIと同程度の CC50を示した。Lipo/PEI=4 は感染後
よりも感染前に高い効果があり、A区において ACV（IC50=0.91 mg/ml）よりも
高い抗ウイルス活性（IC50=0.52 mg/ml）を示した。一方、Lipo-Ole/PEI=0.25 は
A区および B区でともに効果があり、SI値はそれぞれ 150および 86だったが、
Lipo-CS/PEIの効果は低かった。従って、Lipo-CSおよび Lipo-Oleは共に負のゼ
ータ電位（それぞれ-69.19 mV および-45.22 mV）を持つので、Lipo-Ole の抗ウ
イルス効果はリポソームの負電荷に依存しない可能性がある。作用機序の異な
る抗ヘルペス薬である ACV は、A 区および B 区においてそれぞれ 980 と 970
の SI値を示した。この結果より、Lipo/PEI=4は感染前に抗ウイルス効果があり、
Lipo-Ole/PEI=0.25は感染前後ともに効果があった。 
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2. リポソーム/PEIのゼータ電位と粒子サイズ 
PEI がリポソームに吸着されたかどうかを調べるため、リポソーム/PEI のゼ
ータ電位と粒子サイズを、様々な pH のもとで、リポソームと PEI の混合質量
比を変化させて測定した。Lipoおよび Lipo-Oleのゼータ電位は、水中でそれぞ
れ -6.94および -45.22 mVであり、PEI濃度一定でリポソームの混合比を増加さ
せるにしたがい、この値は増加した（Fig. 3A、B）。pH 11 では、リポソーム
/PEI=0.25および 1では負のゼータ電位を示した。PEIの pKaは 7.77であるので、
pH 11では PEIは解離していないが、Lipo-Oleと Lipoのリン脂質もしくは Ole
は解離しており、PEI のリポソームへの吸着が非常に低いことを示唆する。pH 
7では、PEIおよび Lipo-Oleと Lipoも解離しており、どちらのリポソームも最
大の正のゼータ電位を示した。Lipo/PEI に比べ Lipo-Ole/PEI で高いゼータ電位
が観測され、Lipoよりも Lipo-Oleにより多くの PEIが吸着されたことを示唆す
る。pH 4 では、どちらのリポソームも pH 7 に比べて低い正のゼータ電位を示
し、リポソームへの PEI の吸着が pH 7 に比べて少なかったことを示唆する。
Lipo/PEI および Lipo-Ole/PEIの粒子サイズは、pH 4と pH 7では混合比の上昇に
したがってほとんど変わらず 60～200 nmであったが、pH 11では大きくなった
（データ省略）。これは pH 11 におけるリポソームの低いゼータ電位により、
十分な静電反発力が得られなかったことを示唆する。したがって pH 7では、混
合比 4 のリポソームがより多くの PEIを吸着していると考えられる。しかし、
Lipo-Ole/PEI=4は高い細胞毒性を示した（Table 11）。このため、Lipo/PEI=4と
Lipo-Ole/PEI=0.25を以下の実験に用いた。 
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3. リポソーム/PEI中の PEIの定量 
リポソームに吸着された PEIを定量するために、コロイド滴定と GPC測定に
よりリポソーム/PEI 懸濁液中の遊離 PEI 量を測定した。その結果、各リポソー
ムからほぼ 100%の PEI が回収された。このことは PEI のリポソームへの吸着
が弱いことを示唆している。 
 
4. リポソーム/PEIおよび PAAの in vivo抗ウイルス活性および組織学的評価 
PEI はリポソーム、ウイルスおよび細胞膜と静電相互作用を有するので、PEI
水溶液の pHは重要である。感染前の条件においては、pH 7での PEIは pH 11
と比べでより有効であった（Fig. 4A）。従って、以下の実験においては PEIと
リポソーム/PEIを pH 7に調整した。さらに Lipoおよび Lipo-Oleのみの場合は、
in vivoでは感染前後ともに抗ウイルス活性は見られなかった（Fig. 4A）。 
実験(1)では、Lipo/PEI=4および Lipo-Ole/PEI=0.25を用いた。感染前後に生理
食塩液で処理した対照群では、すべてのマウスで膣腔にウイルス産生が見られ、
HSV-2 感染により死亡した（Fig. 5A、B）。A 区では、Lipo/PEI=4、ACV、
Lipo-Ole/PEI=0.25、PAA、および PEIは、それぞれ 4/5、4/5、3/5、2/5、および
0/5の生存率を示した。Lipo/PEI=4は、in vitro実験で予想された通り、PEIのみ
と比べて有意に高い生存率を示した（Kaplan-Meier のログランク検定、P＜0.05）
（Fig. 5A）。B区では、Lipo-Ole/PEI=0.25、ACV、PEI、Lipo/PEI、および PAA
の生存率はそれぞれ 5/5、3/5、3/5、1/5、および 0/5 であった。PEI は感染後で
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より効果が高く、PAA は感染前のみ効果があった。これらに対応して、感染 3
日後のウイルス価では Lipo/PEI=4はより低いウイルス価（9.1±6.0 × 103 PFU/ml）
を示し、この値は A区の感染 3日後の ACV（1.4±0.8 × 103 PFU/ml）とほぼ等し
かった（平均±SE）。生理食塩液を与えたマウスでは感染 6 日後から体重の減
少が見られたが、リポソーム/PEI を与えたマウスは処置終了までに体重が増加
した（データ省略）。組織学的評価では、B 区の PEI および Lipo-Ole/PEI=0.25
処理の 3 日後の時点で、各膣切片は対照マウスと大差なかった（Fig. 6）。PEI
製剤は膣粘膜に深刻な細胞毒性を起こさないと考えられた。 
In vitroでの実験結果と異なり、Lipo-Ole/PEI=0.25は A区では活性が低く、B
区でのみ高い抗ウイルス活性を示した。これは、膣粘膜に対するリポソーム量
が少ないのではないかと考えられた。 
このため、Lipo-Ole/PEI におけるリポソームの配合比を増加し、同じ混合比
の Lipo/PEI=2 および Lipo-Ole/PEI=2 として実験(2) を実施した。A 区では、
Lipo-Ole/PEI=2、Lipo/PEI=2、ACV、および PEIは、それぞれ 5/5、4/5、3/5、お
よび 2/5の生存率を示した（Fig. 7A）。Lipo-Ole/PEI=2は、PEIのみと比較して
有意に高い生存率を示した（Kaplan-Meier のログランク検定、P＜0.05）。B 区
では、Lipo/PEI=2、Lipo-Ole/PEI=2、ACV、および PEIはそれぞれ 5/5、5/5、4/5、
および 4/5の生存率を示した（Fig. 7B）。これらに対応して、Lipo-Ole/PEI=2は、
A区の感染 3日後に ACV（4.4±2.2 × 103 PFU/ml）とほぼ等しいウイルス価を示
した（7.0±4.3 × 103 PFU/ml、平均±SE）。実験(1)とは異なり、Lipo-Ole/PEI=2
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は感染後のみならず感染前でも高い抗ウイルス活性を示し、Lipo/PEI=2 は感染
後でも高い抗ウイルス活性を示した。 
 
5. In vivo抗ウイルス活性に対する第 1級アミノ基の影響 
ウイルス感染からの防御における PEIの第 1 級アミノ基の寄与を調べるため
に、EC-PEI を用いた。EC-PEI を 0.2 mg/マウスで膣内投与したところ、EC-
PEI(10)、(50)、および(90)で処理したすべてのマウスが急性ヘルペス症をほと
んど示さずに生き残り、ウイルス価が非常に低く（EC-PEI(10)：A 区および B
区でそれぞれ 14.2±5.6 × 103 PFU/ml および 1.4±0.7 × 103 PFU/ml）、この値は
ACVと同レベルであった（A区および B区でそれぞれ 4.4±2.2 × 103 PFU/mlお
よび 5.8±3.8 × 103 PFU/ml、P>0.05）（Fig. 8A、B）。これは、PEIの第 2級およ
び第 3級アミノ基が抗ウイルス効果に必須であることを示唆した。 
 
6. フローサイトメトリーおよび CLSMによるリポソーム/PEIの細胞取り込み 
リポソーム/PEI の細胞内挙動を調べるため、インキュベーション 3 時間後に
リポソーム/PEI の細胞取り込みを調べた。フローサイトメトリーによると、
PEI 濃度（Fig. 9A）とインキュベーション時間の増加は PEI の細胞取り込みを
増加させた（Fig. 10）。しかし、リポソームの混合質量比を 0.25から 4に増加
させても Alexa 標識した PEI （Alexa-PEI）の細胞取り込みは増加しなかった
（Fig. 9B、C）。共焦点顕微鏡を用いると、Alexa-PEI を 0.01 mg/ml から 0.04 
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mg/ml と増加させると Alexa-PEIが細胞表面で増加することが観測された（Fig. 
11）。 
Rh 標識 Lipo のみの細胞取り込みは、リポソーム濃度を 0.0025 から 0.04 mg
脂質/ml に増加するに従って増加した（Fig. 12A）が、Rh 標識 Lipo-Ole の取り
込みは増加しなかった（Fig. 12B）。Rh標識 Lipo/PEIの細胞取り込みは、Rh標
識 Lipo のみと比較するとわずかに減少し（Fig. 12A）、またインキュベーショ
ン時間の増加により大きく減少した（Fig. 11）。これに対し、Rh 標識 Lipo-
Ole/PEIの細胞取り込みは、Rh 標識 Lipo-Ole に比べて大きく増加した。いずれ
の Rh標識リポソームの細胞取り込みも、混合質量比を 0.25から 32に増加させ
るにつれて増え、Rh標識 Lipo/PEI=4は Rh標識 Lipo-Ole/PEI=4と比べてより高
い細胞取り込みを示した（データ省略）。 
共焦点顕微鏡を用いると、Rh-Lipo-Ole/Alexa-PEI=0.25 と比較して Rh-
Lipo/Alexa-PEI=4 がより多く細胞表面にリポソーム（赤）が吸着していること
が観測された（Fig. 13）。これは Rh-Lipo/Alexa-PEI=4のより高い脂質濃度によ
る。興味深いことに、リポソーム/PEI のマージ画像中の矢印は、Alexa-PEI（緑）
がより細胞外部に、Rh-リポソーム（赤）がより細胞内部に分布していること
を示した。リポソーム/PEI 複合体は互いに弱い相互作用をし、細胞膜を透過し
た後、別々に分布する可能性が示唆された。 
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Fig. 2 Effects of PEIs on cytotoxicity (CC50, A), anti-HSV-2 activity (IC50, B) and 
selectivity index (SI, C) for cells. SI was calculated as CC50/IC50. PEIs were added to 
the medium at the time of virus infection (experiment A) or 1 h after virus infection 
(experiment B). Vero cells were infected with HSV-2 for 1 h at 37°C in the presence of 
1–1000 g of PEI per ml and then trypsinized. The cell suspensions were transferred to 
Vero cells for plaque assays by an infectious center assay. PEIs of molecular mass from 
2310 to 16560 Da corresponded to 51 to 368 PEI units. 
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Table 11  Anti-HSV-2 activity of PEI, ACV, PEI formulations and liposomes to Vero
cells 
mean±SD (n=3) 
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Fig. 3  Effects of medium pH and mixing ratios (w/w) of Lipo/PEI (A) or Lipo-Ole/PEI 
(B) on the zeta potential of liposomes at a constant concentration of PEI. The pH of the 
medium was adjusted by the addition of HCl. The arrows show Lipo/PEI = 4 (A) and 
Lipo-Ole/PEI = 0.25 (B). 
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Fig. 4 Therapeutic effects of PEI at pH 7 and 11 with liposomes and saline on the 
severity of HSV-2 infection in a mouse genital model. BALB/c mice were given at a 
dose of 0.2 mg/mouse PEI, and 0.4 mg/mouse liposomes intravaginally twice a day 
from 1 h before (experiment A) and after (experiment B) inoculation with 1 × 104 PFU 
HSV-2 to 7 days after infection, and analyzed for the severity of genital infection by 
mean lesion scores (a) and rate of death (b) by day 13 after virus inoculation (5 animals 
per group). Data for PEI at pH 7 and 11 (b), and data for Lipo and Lipo-Ole overlapped. 
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Fig. 5 Therapeutic effects of PEI, Lipo-Ole/PEI=0.25, Lipo/PEI=4, PAA, ACV and 
saline on the severity of HSV-2 infection in mouse genital model. BALB/c mice were 
given a series of EC-PEIs at a dose of 0.2 mg/mouse intravaginally twice a day from 1 h 
before (Experiment A) and after (Experiment B) inoculation with 1×104 PFU HSV-2 to 
7 days after infection, and were analyzed for the severity of genital infection by mean 
lesion scores (a) and rate of death (b) by day 13 after virus inoculation (n = 5). Data of 
Lipo/PEI and ACV (Fig. 5Ab) and data of PEI and ACV (Fig. 5Bb) overlapped from 
day 9, and day 7, respectively. 
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Fig. 6 Histological assessment of vaginas treated with saline, PEI and Lipo-Ole/PEI= 
0.25 by hematoxylin and eosin staining. Vaginal sections were observed after PEI 
formulations were applied for 3 days in experiment B as described in Fig. 9.  
Bar: 50 µm. 
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Fig. 7  Therapeutic effects of vaginal PEI, liposomes/PEI=2, ACV and saline on the 
severity of HSV-2 infection in mouse genital model. Experimental conditions were the 
same as Fig. 5. Data of Lipo/PEI and Lipo-Ole/PEI and data of PEI and ACV (Fig. 7Bb) 
overlapped from day 0 and day 11, respectively. 
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Fig. 8  Therapeutic effects of PEI, EC-PEIs and saline on the severity of HSV-2 
infection in mouse genital model. Experimental conditions were the same as Fig. 5. 
Data of EC-PEI (10), (50) and (90) overlapped in Fig. 5Ab and Bb from day 0. 
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Fig. 9  Cellular association of Alexa-labeled PEI at 0.01–0.1 mg/ml (A), Lipo/Alexa-
labeled PEI (B) and Lipo-Ole/Alexa-labeled PEI (C) at 0.01 mg/ml PEI after 3-h 
incubation by flow cytometry. 
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Fig. 10 Cellular association of liposome/PEI measured by flow cytometry. Cellular 
association of Alexa-labeled PEI, Lipo/Alexa-labeled PEI=4 and Lipo-Ole/Alexa-
labeled PEI=0.25 (A), Rh-labeled Lipo/PEI=4 (B) and Rh-labeled Lipo-Ole/PEI=0.25 
(C) at 0.01 mg/ml PEI after 3-h incubation, cells were placed in fresh culture medium 
and incubated for a further 17 h at 37°C. 
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Fig. 11 Cellular association of Alexa-labeled PEI at 0.01 mg/ml (A) and 0.04 mg/ml (B) 
after a 3-h incubation measured by confocal microscopy. 
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Fig. 12  Cellular association of Rh-labeled liposome/PEI by flow cytometry. Cellular 
association of Rh-labeled Lipo/PEI (A) and Rh-labeled Lipo-Ole/PEI (B) at 0.01 mg/ml 
PEI after 3-h incubation. Rh-labeled Lipo and Lipo-Ole were used at 0.0025 and 0.04 
mg/ml lipid. 
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Fig. 13  Cellular association of Rh-labeled Lipo/Alexa-labeled PEI=4 (A) and Lipo-
Ole/Alexa-labeled PEI=0.25 (B) at 0.01 mg/ml PEI after 3-h incubation by confocal 
microscopy. Many Rh-liposomes (red) and some Rh-liposomes (red, arrowhead) in 
merged images of Lipo/PEI and Lipo-Ole/PEI, respectively were observed more inside 
cells. 
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考察 
HSV-2マウスモデルに対して、マウス 1匹あたり PEI 0.2 mgと脂質 0.4 mgの
用量でリポソーム/PEI を膣内投与したところ、リポソーム/PEI は ACV または
PEI 単独よりも高い抗ウイルス活性を示し、リポソーム濃度が有効性に重要で
あった。EC-PEI もまた感染前および感染後により強力な抗ウイルス活性を示し
たが、PAAは感染前にわずかな効果を示しただけであった。 
分岐状 PEI（分子量 70 kDa）が HIV-1 感染後の投与において細胞膜の流動
性を上げることにより in vitro 感染を増加させたという報告(17)とは異なり、PEI
が毒性を示すことなく、HSV-2感染後の生体内で抗 HSV-2活性を示すことを見
出した。Hayashiらは感染後に PEIの添加時期を変えた in vitro実験により、ウ
イルスの細胞への接着を含む、ウイルス感染の初期段階に PEI が干渉すること
を報告している(22)。HSV の侵入は、ウイルス表面の糖タンパク質である gB、
gC、gD、gH/gLの接着と、gBおよび gCが細胞表面のプロテオグリカンに存在
する負に荷電したヘパリン硫酸に結合することに依存する HSV 侵入を伴う融
合に依存する(46-47)。この結合は、次に続く gB の細胞受容体との相互作用(48)、
およびヘルペスウイルス侵入メディエータ（HVEM）、ネクチン、もしくは修
飾型ヘパリン硫酸を含む表面レセプターの一つと gD の相互作用を促進する
(14,22)。したがって、ウイルス表面タンパク質と宿主細胞受容体との静電相互作
用を PEI が干渉することは、ウイルス侵入阻害の共通した機序であり、EC-PEI
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やリポソーム/PEI のように、PEI の表面修飾や粒子サイズを選択することによ
り特定のウイルスに対する阻害効力を高めることができる。 
PEI の第 2 級および第 3 級アミノ基は生体内での抗ウイルス効果に必須であ
る。本研究において、PAA は中程度の抗ヘルペス活性しか示さなかったが、
PEIの第 1級アミノ基の割合を約 13モル%減少した EC-PEI(10)でさえ感染前、
感染後ともに強い効果を示した。この違いは、第 1 級アミノ基だけからなる
PAAのプロトン化の度合いが低 pHにおいて PEIに比べて低いためかもしれな
い(34)。 PEI、EC-PEI(10)、EC-PEI(50)、および EC-PEI(90) の pKaは、それぞれ
7.77、7.36、7.29、および 7.04であり、EC-PEIの pKaは第 1級アミノ基の数の
減少に依存して低下した。これにより、大部分の EC-PEI は生理条件下ではプ
ロトン化されておらず、pHが低下したときにのみプロトン化される。膣内での
pH は 3.0 から 6.1 の範囲であることが報告されている(49)。このように低い pH
条件下では、EC-PEI のほとんどがプロトン化している可能性があり、低分子量
であるにもかかわらず、細胞膜に効果的に結合することも考えられた。 
リポソーム濃度を増加させた時、リポソームの細胞取り込みは増加したが、
リポソーム/PEI 中の PEI の細胞取り込みの増加はフローサイトメトリーで検出
されなかった（Fig. 9, 12）。リポソーム/PEI はゼータ電位測定においてのみ複
合体として検出されたので、PEI はリポソームと弱く結合する、もしくはリポ
ソーム/PEI 中の遊離 PEI が過剰であったと推測できる。PEI は遺伝子ベクター
としてよく研究されてきたものの、これまでにその作用機序、または細胞へ投
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与された PEI の運命について、確固たる証拠は報告されていない。細胞中の分
岐状 PEI（25 kDa）は、DNAの有無に関わらずトランスフェクションから 1時
間後に核内に現れると報告されている(50)。さらに、PEI/プラスミド DNA もし
くは siRNA 複合体で、過剰の遊離 PEI が見られた(8,51)。今回の研究では、PEI
とリポソームとの弱い結合は、PEI がウイルス粒子および細胞表面と相互作用
するのを一時的に補助するうえで有利だった可能性がある。 
感染前の投与では、Lipo-Ole/PEI=2 にすると有効になったことから、Lipo-
Ole/PEI=0.25 ではリポソーム濃度が膣粘膜表面を覆うのに十分でない可能性が
ある（Fig. 7A）。本研究では、リポソームの大きさはウイルス粒子のものとほ
ぼ同じに調整した（約 170～200 nm）。リポソームは、ウイルス感染の初期段
階において、単に物理的にウイルス粒子と競合することによりウイルスの細胞
への結合を阻害し、PEIの抗ウイルス効果を補助している可能性がある。 
感染後の投与では、Lipo-Ole/PEI=0.25および Lipo/PEI=2は共に効果を示した。
負に荷電した Lipo-Ole が負に荷電した細胞膜に侵入することはほとんど不可能
だが、PEI が存在することで正に荷電した複合体になり Lipo-Ole の細胞への取
り込みが増加した。一方、ほぼ中性の Lipoのみでは細胞に容易に侵入すること
ができたが、PEI の存在により、複合体が正に荷電し、Lipo の細胞への取り込
みは減少した。従って、PEIは、Lipo-Ole と Lipo の細胞への取り込みに対して
逆の効果を有していた（Fig. 10, 12）。さらに驚くべきことに、Lipo/PEI=4は高
い細胞との取り込みを示したものの、Lipo/PEI=2 および PEI のみと比較して細
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胞内で低い抗ウイルス活性を示した。Lipo-Ole/PEI=0.25および Lipo/PEI=2では
細胞取り込みが少ないのに、より高い有効性を伴っていた。これらの結果より、
適切な濃度の Lipoおよび Lipo-Oleを PEIと混合することで、PEIを細胞内の適
切な部位、例えば細胞とウイルスが相互作用する部位である細胞膜などに分布
させることができ、高い抗ウイルス活性が誘導される可能性があることが示唆
された。 
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結論 
HSV-2 感染マウスモデルにおいて、PEI とリポソームの複合体や第 1 級アミ
ノ基数を減少させた PEI を 1%濃度で膣内投与することで、抗ウイルス治療効
果を高めることに成功した。リポソーム/PEI 複合体の抗ウイルス効果は、PEI
または ACV を単独投与したときに比べ非常に高く、また組織学的な粘膜毒性
は観察されなかった。 
リポソーム/PEI 複合体は、ウイルスの細胞表面への接着を防ぐ可能性があり、
また PEI の細胞内分布を変えている可能性もある。従って、PEI の化学修飾や、
非化学修飾である PEI とリポソームを組み合わせることで、HSV-2 によって起
こる性器ヘルペスに対する局所投与用の新しい抗ウイルス薬の開発に結びつく
可能性がある。 
  
52 
 
【総括】 
第 1章  広範囲の分子量の分岐状 PEI は、広域スペクトルの抗ウイルス活
性を有し、可逆的な静電気的結合を起こして細胞へのウイルスの吸着と侵入を
阻害するという新規作用機序を持ち、ウイルス側の遺伝子変異などの影響は受
けず、耐性ウイルスを出現させにくいという優れた特徴を有することを明らか
にした。 
第 2章  HSV-2 感染マウスモデルにおいて、PEI とリポソームの複合体や
第 1 級アミノ基数を減少させた PEI を 1%濃度で膣内投与することで、抗ウイ
ルス治療効果を高めることに成功した。PEI の化学修飾や、非化学修飾である
PEI とリポソームを組み合わせることで、HSV-2 によって起こる性器ヘルペス
に対する局所投与用の新しい抗ウイルス薬の開発に結びつく可能性を見出した。 
以上より、リポソームと組み合わせるなどの手法によりポリエチレンイミン
は新規抗ウイルス薬としての開発が期待される。 
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